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１．はじめに
現代社会には様々な環境汚染物質が存在する．これらの
毒性，実態を個々に把握し，環境中での濃度を正確にモニ
タリングすることは重要なことではあるが，これに要する
費用，労力，時間などの問題から限界がある．
そこで，測定の簡便さと迅速さを優先したバイオアッ
セイ (bioassay，生物検定法）が，選択肢の一つに利用さ
れている．バイオアッセイとは，生物材料を用いて毒物
などに対する生物学的な応答を分析するための方法と定
義されており，その代表的事例の一つが，オオミジンコ
(Daphnia magna）の遊泳阻害試験（生体毒性試験）である．
ミジンコ遊泳阻害試験は，ミジンコを化学物質に一定時間
暴露させ，ミジンコの遊泳に及ぼす影響を評価する試験法
であり，JIS 規格 K0229「化学物質によるミジンコ類の遊
泳阻害試験方法」により厳密に操作方法が規定されている
［１］．メダカやゼブラフィッシュなどを用いるバイオアッ
セイに比べ，安価で入手しやすいことや，個体が小さく大
量飼育が容易であるために，生体毒性を示すテストガイド
ラインとして広く用いられている．
しかし，ミジンコ遊泳阻害試験法は，試験に用いる容器
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を最低でも 0mL と定められており，サンプル数が増加
するに伴って容器がかさばり，大型インキュベーターの確
保が必然となる．また，試験に用いるミジンコの飼育条件
や実際に試験に用いる個体の状態にもさまざまな制約が
設けられている．
これらの規定条件は , ミジンコに対する毒性評価を厳密
に行うために必要とされる要件であるが極めて煩雑であ
る．そこで我々は，分析の精度や正確さを損なうことには
なるが，JIS 法プロトコールの思い切った簡略化を検討し
た［２］．さらに，これまでに他の研究者らによって報告
されている細菌，ミジンコ，魚類を用いた画像処理方式に
よる毒性評価システムの構築事例［３－７］を参考にして，
我々独自の簡便かつ安価な WEB カメラ方式のミジンコ遊
泳阻害画像処理システムを構築した［８］．しかし，我々
の簡易システムは，毒性物質投入後から一定時間（例えば
2，24，48 時間など）を経過するまでのミジンコの運動
映像を，コンピュータメモリ上に一時保存したのちに，画
像解析を行うものであり結果の判定（ミジンコの遊泳が停
止したかどうか）を行うタイミングは，試験者が判断せね
ばならなかった．
そこで，今回は毒物によるミジンコ泳動阻害のリアルタ
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イム動画判定を可能とするプログラム開発を目的とした．
なお毒物の影響があり，ミジンコの遊泳が止まったことの
判定基準は「ミジンコの動きが，0 秒間を越えて静止し
たとき」と定義した．開発したミジンコ遊泳阻害画像処理
プログラムのしくみと使用法について紹介する．
２．モニタリングシステム
２．１　モニタリング装置
モニタリングシステムの概略図を図１に示した．市販の
24 穴マルチウェルプレート（日本ベクトン・ディッキン
ソン株式会社：縦 8.5cm，横 2.5cm，深さ .6cm）の
ウェル上に WEB カメラ（Microsoft LifeCam VX-6000）
を固定した．ラップトップ PC はエプソンエンデバ （ーintel 
Corei5 CPU，2.53 GHZ，RAM 4.0 GB，64 ビット OS，
Windows７ professional）を使用した．
２．２　モニタリングプログラムの概要
測定開始から終了まで必要となるモニタリングプログ
ラム機能のフローチャートを図２に示した．
測定開始前に，PC に表示される動画像を観ながら，手
動でミジンコにカメラのピントを合わせる．キーボード上
の任意のキーを押すと，リアルタイム解析及び薬物添加か
らの時間計測を開始する．
リアルタイムで判定をするために，オプティカルフロー
法を利用した．この手法は，デジタル画像内における物
体の動きをベクトルで表示するものである．すなわち，
WEB カメラから得られたフレーム毎のベクトルの大きさ
でミジンコの生死を判断する．
リアルタイム解析では，すべての画素においてオプティ
カルフローを計算すると，画像内の光量なども動きとして
判断してしまうことが予想されたため，縦横それぞれ 
画素毎にオプティカルフローを計算する方法をとった．
この計算で得られたベクトルの大きさが，画像内すべて
で一定の値以下となる状況（実際には３以下である状況）
が持続した場合に，オオミジンコの動きが完全に停止した
（死亡した）と判断する．ミジンコの動きが完全に停止し
たと判断すると，薬物添加からの時間を表示して警告音が
鳴る．
ウェル内でのミジンコの運動をモニタリングするため
のプログラムは，Microsoft 社の Windows７上で Visual 
C# を用いて開発し，動画像解析および描画のために，ラ
イブラリとして OpenCV 2.0 を利用した．また，C# か
ら C/C++ のライブラリである OpenCV を利用するため
に，OpenCV Sharp ラッパを用いた（ある関数やデータ
型などが提供する機能やデータを含み，別の関数あるいは
データ型としてその機能を提供する役割を果たすもの）．
C/C++ のライブラリである OpenCV は，本来ならば別の
言語である C# で用いることはできないが，この様なラッ
パを用いることで，C# でも用いることができる．
こうして作成した実際のソースプログラムを図３に示
した．
Fig .1．Schematic diagram of a web-camera- based 
movement analysis system.
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Fig .2．Flow Chart of program for the motion analysis.
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Fig .3．Source code of the program for motion analysis.
using System;
using System.Collections.Generic;
using System.Linq;
using System.Text;
using System.Diagnostics;
using OpenCvSharp;
using OpenCvSharp.Blob;
using System.Media;
namespace ConsoleApplication1
{
 class Program
 {
  static void Main(string[] args)
  {
   using (var capture = 
Cv.CreateCameraCapture(CaptureDevice.VFW))
   {
    IplImage imgA;
    Cv.NamedWindow("Capture"，WindowMode.AutoSize);
    Console.WriteLine(" 薬物を入れたらキーを押します ");
    while (true)
    {
     imgA = Cv.QueryFrame(capture);
     Cv.ShowImage("Capture"，imgA);
     int c = Cv.WaitKey(2);
     if (c >= 0) break;
    }
 
    IplImage 
grayA=Cv.CreateImage(imgA.Size,BitDepth.U8,1);
    IplImage grayA_old = Cv.CreateImage(imgA.Size，
BitDepth.U8，1);
    IplImage 
velx=Cv.CreateImage(imgA.Size,BitDepth.F32,1);
    IplImage vely = Cv.CreateImage(imgA.Size，
BitDepth.F32，1); ;
    IplImage imglabel = Cv.CreateImage(imgA.Size，
CvBlobLib.DepthLabel,1);
    CvPoint2D64f maeno= Cv.Point(0，0);
    int  frag=0,i,j,flagx,flagy,dx,dy,dxlo，dylo，
flag_jikan =0,key;
    double nagasa;
    double nagasal = 0;
    SoundPlayer fanfa = new SoundPlayer 
(@"fanfare.wav");
    Console.WriteLine(" 解析を開始します ");
    Stopwatch start_t = new Stopwatch();
    Stopwatch start = new Stopwatch();
                
    start_t.Start();
    while (true)
    {
     imgA = Cv.QueryFrame(capture);
     Cv.CvtColor(imgA，grayA，
ColorConversion.BgrToGray);
     if (frag == 0)     {
      frag = 1;
      Cv.Copy(grayA，grayA_old);
     }
     else{
      
Cv.CalcOpticalFlowLK(grayA_old,grayA,Cv.Size(11,11),
velx,vely);
      for( i=0，flagx=0; i < imgA.Height; i+=20)
      {
       for (j=0，flagy=0; j < imgA.Width; j+=20)
       {
        dx = (int)Cv.GetReal2D(velx,i,j);
        dy=(int)Cv.GetReal2D(vely,i,j);
        Cv.Line(imgA,Cv.Point(j,i),Cv.Point(j+dx，
i+dy),Cv.RGB(0,0,255),1);
        double xx = Cv.Point(j+dx，i+dy).X-Cv.
Point(j,i).X;
        double yy = Cv.Point(j+dx，i+dy).Y-Cv.
Point(j,i).Y;
        nagasa = Math.Sqrt(xx * xx + yy * yy);
        if (nagasa <= 3.0) flagy++;
        if (nagasal < nagasa){
         dxlo = dx;
         dylo = dy;
         nagasal = nagasa;
        }
       }
       if (flagy >= 32) flagx++;
      }
      if (flagx >= 23){
       if (flag_jikan==0){
        start.Start();
        flag_jikan=1;
       }
      }else{
       if(flag_jikan==1){
        flag_jikan=0;
        start.Stop();
        start.Reset();
       }
      }
      start_t.Stop();
      start.Stop();
      if(start.ElapsedMilliseconds > 10000){
      fanfa.Play();
      Console.WriteLine(" 毒を入れてから {0} 秒経過
",((int)start_t.ElapsedMilliseconds - 
(int)start.ElapsedMilliseconds)/1000);
      Cv.WaitKey(0);
      return;
     }
     if (flag_jikan == 1) start.Start();
      start_t.Start();
      Cv.ShowImage("Capture",imgA);
      Cv.Copy(grayA,grayA_old);
      key = Cv.WaitKey(250);
      if (key == 0x53) {
       Console.WriteLine(" エスケー p");
       break;
      }
     }
    }
    Cv.ReleaseImage(imglabel);
    Cv.ReleaseImage(grayA);
    Cv.ReleaseImage(imgA);
    Cv.ReleaseImage(grayA_old);
    Cv.ReleaseImage(velx);
    Cv.ReleaseImage(vely);
    Cv.ReleaseCapture(capture);
    Cv.DestroyWindow("Capture");
   }
  }
 }
}
5２．３　モニタリングプログラムの使用方法
Windows 上でプログラムを実行すると , ウィンドウが
２つ現れる．それぞれのウィンドウを図４に示した。ａ）
は動画像が表示されるウィンドウで，カメラからの画像を
連続して表示している．ｂ）は Windows のコマンド・プ
ロンプトウインドウで，こちらに文字列で結果が表示され
る．コマンド・プロンプトウインドウには，薬物を添加し
てキーボードから任意のキーを入力することの指示が表
示される．この間，プログラムの利用者は，カメラのピン
トを合わせたり，光量・表示倍率の確認をしたりなど，モ
ニタリングの環境を整えることができる．
図５に示したように，薬物を添加すると同時に任意の
キーを押すことで，オオミジンコの遊泳のモニタリングお
よび解析が始まる．キーを押すと，コマンド・プロンプト
ウインドウには解析開始を示す文字列が，動画像表示ウィ
ンドウには縦横  画素ずつ移動量のベクトルが表示さ
れる．このとき，ミジンコの動きを大きくとらえるため，
250 ミリ秒ずつ動画像を表示する。
図６に示したように，薬物の作用によってミジンコが死
亡し動きが止まると，警告音が鳴ると同時に，薬物添加か
らの時間（図では、40 秒経過と表示）を整数で表示する．
ミジンコ遊泳阻害リアルタイムモニタリングシステムの構築
Fig .4．A typical display screen at the ready mode.
a）Animation window（the dotted circle shows a 
Daphnia magna），b）Command window 
（ａ）
（ｂ）
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Fig .5．A typical display screen during measurement.
a）Animation window（the dotted circle shows a 
Daphnia magna），b）Command window 
（ａ）
（ｂ）
Fig.6．A typical display screen at the end of the measurement.
a）Animation window（the dotted circle shows a 
Daphnia magna），b）Command window 
（ａ）
（ｂ）
  
3. モニタリングシステム評価試験
３．１　供試生物（ミジンコ）について
毒性判定用生物種は，オオミジンコ（Daphnia magna）
を選択し，可能な限り同じ大きさの生後２～３日経った個
体を用いた．オオミジンコの体長は0.～４mmと大きく，
安価な WEB カメラの分解能でも十分とらえることができ
る．オオミジンコの光学顕微鏡写真を図７に示した．
３．２　毒物試薬
毒物試薬として，有機リン系農薬である市販のスミチオ
ン乳剤（フェニトロチオンの濃度は 50％，他は有機溶剤
と界面活性剤から成ると記載されているが詳細な成分に
対する記述はない）を選択した．
３．３　実験方法
24 穴ウェルマルチプレートの１ウェルに，必要量のミ
ジンコ飼育水をあらかじめ入れ，オオミジンコ１個体を投
入した．最終的に遊泳阻害試験時のスミチオンの希釈度が
１，/2，/4，/8，/6，/32 倍になるようにスミチ
オン市販液を添加し全量を２mL とした．
モニタリングプログラムを用いてミジンコの遊泳が止
まるまでの時間を計測した．ただし，希釈度１の場合は，
はじめから市販原液２mL をウェルに入れ，ミジンコを投
入後，すみやかに測定を開始した．
４．結果と考察
各希釈度のスミチオン水溶液中におかれたミジンコの
生存時間を図８に示した．当然ながらスミチオンの含有割
合が高くなるにつれて生存時間は短くなった．このデータ
から，スミチオン市販液を数十倍以上希釈すれば，ミジン
コに対する毒性は，ほとんどなくなると判断される．ただ
し，この場合，スミチオン市販液にはフェニトロチオンの
他に有機溶媒や界面活性剤が含まれており，いくつかの化
学物質のミジンコに対する複合的な毒性を評価している
ことになる．通常スミチオン市販液は 000 倍～ 2000 倍
に希釈して散布されるものであり，散布による直接的な
生物の致死濃度には達しないものといえる．なお，コン
ピュータと目視による死亡判定のタイミングは，ともに一
致することも確認した．
５．結論
我々が構築したミジンコ遊泳阻害リアルタイムモニタ
リングシステムは，USB 接続の安価な WEB カメラと
WindowsXP 以降を搭載したパーソナルコンピュータ（推
奨：intel Corei5 CPU，2.53GHZ，RAM4.0GB，64 ビッ
ト OS，Windows７ professional）さえあれば実現できる
システムである．
現段階の機能は，毒物の作用でミジンコの遊泳が完全
に停止したときに毒性があると判断するのみである．よっ
て，今後，必要とされる拡張機能としては，ミジンコの遊
泳軌跡の描画，その座標変化から推測される異常行動の解
析，最低２ウェルを同時計測できるシステム（参照と毒性
評価用）とすることがあげられる．
これらの機能を充実化した上で，JIS 規格 K0229「化
学物質によるミジンコ類の遊泳阻害試験方法」に基づいた
Fig .7．Optical microscopic image of Daphnia magna .
Fig .8．Survival time of Daphnia magna vs.  dilution factor of 
Sumithion. Factor 1 corresponds to 50 % Sumithion 
solution.
ミジンコ遊泳阻害リアルタイムモニタリングシステムの構築
 
 
0
200
400
600
800
1000
0 0.25 0.5 0.75 1
Su
rv
iv
al
tim
e
(s
)
Dilution factor of Sumithion
8 福井工業高等専門学校　研究紀要　自然科学・工学　第 46 号　202
分析結果との相関性を実証することが，本システムの実用
化に向けた条件と言える．
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